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1. Zusammenfassung 
 
Vaskuläre Endothelzellen bilden in vivo als innerste Zellschicht von Blutgefäßen eine 
mechanische Barriere zwischen Gefäßwand und dem strömenden Blut aus. Aufgrund ihrer 
exponierten Lage sind sie direkt unterschiedlichen Kräften ausgesetzt. Neben der durch den 
Blutfluss verursachten laminaren Strömung wirken weitere, gerichtete mechanische Reize 
wie der rhythmische Wechsel des Gefäßdurchmessers durch Herz- oder Pulsschlag auf das 
Endothel ein. 
 
In früheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Apoptose vaskulärer Endothelzellen 
strömungsabhängig durch eine autokrine Schleife reguliert wird, die aus dem 
Rezeptorkomplex Integrin α
v
ß
3
 und CD47 sowie dem Liganden Thrombospondin-1 (Tsp-1) 
besteht. Während das Integrin α
v
ß
3
 unabhängig von äußeren Strömungseinwirkungen 
konstitutiv exprimiert wird, konnte für das CD47 gezeigt werden, dass es zwar unter 
statischen und dynamischen Kulturbedingungen vorhanden ist, aber strömungsabhängig eine 
Konformationsänderung erfährt, die die Bildung eines aktiven Komplexes verhindert. Ferner 
konnte in vorangegangenen Studien gezeigt werden, dass die Tsp-1-Konzentration im 
Kulturüberstand statisch kultivierter HUVEC mit zunehmender Kultivierungsdauer ansteigt, im 
Kulturüberstand dynamisch kultivierter HUVEC dagegen konstant auf einem niedrigen Niveau 
bleibt. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation der mechanosensitiven Apoptose 
makrovaskulärer Endothelzellen näher charakterisiert, indem die strömungsabhängige 
Expression des Thrombospondin-1 auf Protein- und RNS-Ebene genauer untersucht wurde. 
Hierzu wurden HUVEC unter laminaren Bedingungen in einer Plattenkegelapparatur 
dynamisch kultiviert und mit ihren jeweiligen statischen Kontrollen hinsichtlich der Expression 
des Tsp-1 verglichen. Durch radioaktive metabolische Markierungsexperimente konnte 
gezeigt werden, dass im Kulturüberstand und im Zelllysat dynamisch kultivierter HUVEC nur 
ca. 15 % der Tsp-1 Proteinmenge statisch kultivierter HUVEC vorhanden war. Inhibition der 
Transkription durch Actinomycin C legte nahe, dass die Regulation der Tsp-1 Expression auf 
RNS-Ebene stattfand, was durch einen Vergleich der Tsp-1 mRNS Mengen statisch und 
dynamisch kultivierter HUVEC bestätigt wurde. Unter einem Scherstress von 10 dyn/cm
2 
 
waren nur ca. 35 % der Tsp-1 mRNS vorhanden. Eine computergestützte Analyse der 2971 
bp großen Tsp-1 Promotorregion von der Position –2217 bis +754, bezogen auf den 
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Transkriptionsstartpunkt, auf Sequenzhomologien zu bekannten Transkriptionsfaktorbinde-
stellen zeigte einige Bindungsstellen für Faktoren, die bereits im Zusammenhang mit 
scherstressabhängiger Genregulation beschrieben wurden. Von besonderem Interesse war 
hierbei die Transkriptionsfaktorbindestelle an Position –1123 die als Shear Stress Response 
Element (SSRE) bereits in anderen scherstressabhängig regulierten Promotoren beschrieben 
wurde.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die scherstressabhängige Regulation des Tsp-1 Promotor 
durch unterschiedliche Promotortestplasmide charakterisiert. Diese enthielten unter-
schiedliche 5`-Deletionen sowie Deletionen im Bereich des ersten Introns und der 5`-UTR. 
Außerdem wurde die Sequenz des SSRE mutiert. 
Die Vektoren wurden stabil in die Zelllinie BHK-21 transfiziert und die Expressionsraten der 
Promotortestplasmide unter statischen und dynamischen Bedingungen untersucht. Hierbei 
konnte eine scherstressabhängige Regulation des Tsp-1-Promotors bestätigt werden, die 
jedoch durch Veränderungen des SSRE entweder durch zunehmende 5`Deletionen oder 
durch Mutationen unterbunden wurde. Außer dem SSRE schien weiterhin eine Egr-1 
Bindestelle im ersten Intron des Tsp-1 Gens an dessen scherstressabhängiger Regulation 
beteiligt zu sein. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde ein Modell für die 
scherstressabhängige Regulation des Tsp-1 Promotors aufgestellt. 
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2. Einleitung 
 
2.1  Das Endothel 
 
Das Endothel kleidet bei Vertebraten als innerste Zellschicht die Blut- und Lymphgefäße 
sowie das Herz aus. Es stellt mit ca. 10
12
 Zellen, einer Masse von etwa 1,5 kg und einer 
Oberfläche von 1000 m
2
 [Gray, 1989; Lemarchand et al., 1992; Helisch et al., 1999] neben 
Haut und Nervensystem das größte Organ des menschlichen Organismus dar. Der Aufbau 
einer Gefäßwand variiert abhängig von Gefäßdurchmesser und Funktion: In engen Kapillaren 
und Sinusoiden bestehen die Wände ausschließlich aus einer dünnen Schicht von 
Endothelzellen und einer daran anschließenden Basallamina. In großvolumigen Gefäßen 
werden die Endothelzellen von einer Schicht von Muskelzellen und Bindegewebe umfasst. Die 
Venenwand weist prinzipiell den gleichen Schichtaufbau wie die der Arterien auf, ist aber 
aufgrund der geringeren Druckbelastung wesentlich dünner und muskelärmer. 
Die Venen besitzen als wesentlicher Bestandteil des sogenannten „Niederdrucksystems“ eine 
200fach höhere elastische Dehnbarkeit als das arterielle „Hochdrucksystem“. Durch diese 
Eigenschaft fungiert das Niederdrucksystem als Blutreservoir und enthält beinahe 85 % des 
gesamten Blutvolumens. Der Aufbau einer Arterie, einer Vene und einer Kapillare ist in 
Abbildung 2.1 dargestellt. 
 
Eine wichtige Funktion kommt den Endothelzellen in der Entstehung der Blutgefäße im 
Embryonalstadium zu. Während dieses Stadiums entwickeln sich die verschiedenen 
Gefäßtypen aus einer gemeinsamen Vorstufe, die lediglich aus Endothel und Basallamina 
besteht. In späteren Entwicklungsstadien kontrollieren die Endothelzellen die Bildung des 
angrenzenden Bindegewebes und der glatten Muskulatur [Campell et al., 1986]. Aufgrund 
ihrer exponierten Lage sind Endothelzellen mit Ausnahme der Blutzellen der einzige Zelltyp, 
der in direktem Kontakt zu Blut- und Lymphflüssigkeit steht. Je nach Lage im Körper 
kommen Endothelzellen entsprechend den vielfältigen Anforderungen in vielen 
verschiedenen Formen vor. So bilden sie in den Geweben, in denen eine genaue Kontrolle 
des Stoffaustausches erforderlich ist, eine dichte Zellschicht aus. Ein solches 
Schrankenendothel findet sich beispielsweise in den Gehirnkapillaren (Blut-Hirn-Schranke), 
den Kapillaren der Lunge (Blut-Lunge-Schranke), des ZNS (Blut-Liquor-Schranke), der Retina 
(Blut-Retina-Schranke) oder in den Testes (Blut-Testes-Schranke) [Goldstein et al., 1986; 
Jaffe, 1984 und Warren, 1990]. In Geweben mit hohem Stoffaustausch wie den 
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Lymphknoten findet sich dagegen ein diskontinuierliches, sogenanntes Lückenendothel 
[Wehner et al., 1996]. Der Anteil proliferierender Zellen des Endothels ist in vivo aufgrund 
ihrer langen Lebensdauer von mehreren Monaten bis Jahren [Alberts et al., 1994] gering und 
beträgt etwa 1 Prozent. Dieser Wert kann jedoch bei Gefäßneubildung (Angiogenese), 
Wundheilung oder Tumorbildung ansteigen [Lemarchand et al., 1992]. 
 
 
 
Abb. 2.1:  Schematische Darstellung von Kapillaren, Venen und Arterien [nach Microsoft Encarta, 2004] 
 
 
 
2.1.1 Aufgaben von Endothelzellen 
 
Endothelzellen dienen sowohl aktiv als auch passiv dem Stoffaustausch zwischen dem 
intra- und extravasalen Raum. Lipophile und niedermolekulare hydrophile Substanzen 
können dabei die Endothelzellen durch Diffusion passieren, während für andere Stoffe aktive 
Transportmechanismen zur Verfügung stehen.  
Die von Endothelzellen in Kapillaren ausgehende Angiogenese wird durch stimulierende 
Signale des angrenzenden Gewebes bei Sauerstoffmangel oder Verletzung induziert. Dabei 
sezernieren aktivierte Endothelzellen Proteasen wie den sogenannten Plasminogenaktivator. 
Dies ermöglicht ihnen nach Auflösung der umgebenden subendothelialen Basallamina und 
einsetzender Proliferation einen Zellstrang auszubilden, der dem zu durchblutenden Gewebe 
entgegenwächst [Folkman et al., 1987; Knighton, 1983; Ware, 1999]. Die während dieses 
Vorgangs zu beobachtende Migration der Endothelzellen beruht auf der Wechselwirkung 
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zwischen α
v
β
3
-Integrinen und Komponenten der Extrazellulären Matrix wie Vitronectin oder 
Laminin. Basierend auf dieser Beobachtung wird das Integrin α
v
β
3
 auch als Markerprotein der 
Angiogenese bezeichnet [Sheu et al., 1997]. 
 
An der Aufrechterhaltung der Hämostase spielen neben den Endothelzellen auch 
Thrombozyten und gerinnungsfördernde bzw. –hemmende Faktoren des Plasmas und der 
interstitiellen Flüssigkeit eine wichtige Rolle. In einem gesunden, unverletzten Gefäß wird die 
Adhäsion von Thrombozyten an das Endothel und eine Aggregation zu einem Thrombus 
verhindert. Diese Schaffung eines antithrombogenen Milieus stellt eine wesentliche Aufgabe 
des Endothels zur Verhinderung von Arteriosklerose dar. Bedeutende vasoprotektive 
Faktoren die von Endothelzellen gebildet werden, sind Prostazyklin und Stickstoffmonoxid 
(NO), die die Thrombozytenaggregation unterbinden. Das membranständige Thrombo-
modulin der Endothelzellen steuert die Substratspezifität von Thrombin, was zu einer 
Aktivierung des Protein C führt und ebenfalls gerinnungshemmende Wirkung hat. 
Demgegenüber sind Endothelzellen bei Verletzung eines Blutgefässes in der Lage, die 
Blutgerinnung beziehungsweise Thrombozytenaggregation einzuleiten. In diesem Fall bindet 
das Gewebethromboplastin (tissue factor) als Kofaktor den Faktor VIIa, wodurch die 
extravasale Gerinnungskaskade aktiviert wird [Wu et al., 1996]. 
Eine wesentliche Rolle spielt in diesem Zusammenhang der von Willebrand Faktor (vWF) 
[von Willebrand, 1926]. Dieses Glykoprotein wird sowohl von Endothelzellen als auch von 
Megakaryozyten gebildet. Monomere des vWF werden nach ihrer Bildung in das 
Endoplasmatische Reticulum transportiert und dimerisiert. Nach Abspaltung eines 20 kDa 
großen Peptids im Bereich des C-Terminus erfolgt der Transport in den Golgi-Apparat. Ein 
Teil der hier gebildeten vWF-Multimere wird nun in den endothelspezifischen Weibel-Pallade-
Körperchen gespeichert [Weibel et al., 1964; Sporn et al., 1986]. In Anwesenheit von 
Thrombin in Folge einer vaskulären Verletzung wird verstärkt vWF freigesetzt, der durch 
Bindung an Kollagen und den Thrombozyten-GPIb-Komplex die Thrombozytenaggregation an 
der beschädigten Gefäßwand induziert. Da der vWF im Plasma auch gebunden an den 
Gerinnungsfaktor VIII nachgewiesen wurde, wird dieser auch als „Faktor VIII assoziiertes 
Antigen“ bezeichnet. Wird die Bindung des vWF an den Gerinnungsfaktor VIII beispielsweise 
durch eine Mutation des vWF gestört, so kann der Faktor VIII im Blut nicht bestehen, was zu 
einer Störung der Hämostase führt [Sadler, 1998; Kaufman and Pipe, 1999]. 
 
Das Endothel spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation des Blutdrucks. Von 
zentraler Bedeutung ist dabei das Renin-Angiotensin-System. Das proteolytisch aktive Enzym 
Renin spaltet aus dem von der Leber synthetisierten und in das Plasma freigesetzten 
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Angiotensinogen das nur schwach vasokonstriktorisch wirkende Dekapeptid Angiotensin-I ab. 
Dieses wird durch das angiotensinkonvertierende Enzym (ACE), das an der luminalen 
Oberfläche des Endothels lokalisiert ist, in das stark vasokonstriktorisch wirkende Oktapeptid 
Angiotensin-II umgewandelt. Dieses beeinflusst über eine Vielzahl von Mechanismen die 
Homöostase des Kreislaufs und bewirkt eine Erhöhung des Blutdrucks. Das ACE ist identisch 
mit der Kinase-II, die Bradykinin, eines der stärksten endothelabhängigen Vasodilitatoren, 
durch proteolytische Spaltung inaktiviert. Weitere für die endotheliale Tonusmodulation 
bedeutende Gewebshormone sind Prostazyklin (PGI
2
), Stickstoffmonoxid (NO) und der nach 
Stimulation durch Bradkinin und Acetylcholin synthetisierte EDHF (endothelium-derived 
hyperpolarizing factor), die gefäßerweiternd und somit blutdrucksenkend wirken. Ein 
Antagonist zu NO und PGl
2
 stellt das stark vasokonstriktorisch wirkende Peptidhormon 
Endothelin dar [Ryan et al., 1992; Busse et al., 1993]. 
 
Weitere wichtige Aufgaben der Endothelzellen liegen im Bereich der Immunantwort und 
Entzündungsreaktion. Erfolgt eine Stimulation der Endothelzellen durch Thrombin und 
Tumor Nekrose Faktor-  (TNF-α), so lässt sich eine Sekretion von Wachstumsfaktoren für 
Bindegewebs- und Immunzellen wie beispielsweise der ECDGF (endothelial cell derived 
growth factor) nachweisen. Zusätzlich ist eine Sekretion von PGI
2
 und Interleukin-1 zu 
beobachten [Fajardo, 1989]. 
Unter Beteiligung des Interferon- (INF-γ) erfolgt die Expression verschiedener Adhäsions-
rezeptoren der Integrin- und Selektinfamilie, wodurch im Bereich von Entzündungsreaktionen 
eine Adhäsion von Leukozyten an das Endothel erfolgt [Shimizu et al., 1992; Joseph-
Silverstein et al., 1998]. Diese auch unter dem Begriff „Adressine“ bekannten 
Adhäsionsrezeptoren bewirken die gezielte Immigration im Blut zirkulierender Lymphozyten 
und Makrophagen durch eine Lücke im Endothel in das betroffene Zielgewebe. Weitere 
immunologisch relevante, bei einigen Endothelzellen vorkommende Strukturen sind die 
Oberflächenproteine des AB0-Systems und die Haupthistokompatibilitätskomplexe I und II 
(MHC I, II), deren Expression durch Cytokine wie α-, β- und γ-Interferon (INF) oder TNF-α 
induziert werden kann. 
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2.1.2 Arteriosklerose 
 
Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Beispiele für die Funktionen und Aufgaben der 
Endothelzellen verdeutlichen, dass das Endothel im vaskulären System bedeutenden Einfluss 
auf die Regulation verschiedenartiger Prozesse hat. Die Funktionsweise dieses Systems wird 
maßgeblich von der Beschaffenheit der Gefäßwände beeinflusst. Der Einfluss sogenannter 
Risikofaktoren wie Bluthochdruck, erhöhte Cholesterinwerte, Rauchen, Stress, oder Diabetes 
mellitus, kann zu krankhaften Veränderungen der Gefäße führen.  
 
 
 
 
Abb. 2.2:  Schematische Darstellung der charakteristischen Arteriosklerosestadien:  
1: frühe Läsion 
   2: fortgeschrittene Läsion  
   3: komplizierte Läsion 
   [http://www.kurzentrum.at/de/gesundheit/gefässtest.htm] 
 
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO, world health organisation) definiert die Arterio-
sklerose als „komplexe Veränderung der auskleidenden inneren Zellschicht von Arterien, die 
mit der lokalen Anhäufung von Lipiden, Blut und Blutbestandteilen einhergeht und schließlich 
in der Bildung eines fibrösen Gewebes mit Kalkablagerungen endet“. Die Arteriosklerose ist 
der Hauptauslöser von Herzinfarkt und Schlaganfall, welche in den westlichen Industrie-
nationen für ca. 50 % aller Todesfälle verantwortlich sind. 
Die molekularen Ereignisse, die bei der Entstehung der Arteriosklerose eintreten, konnten in 
diversen Tiermodellen aufgeklärt werden: Mäuse, die kein Apolipoprotein E (apoE) oder den 
LDL-Rezeptor bilden, entwickeln schnell starke arteriosklerotische Läsionen und sind die 
bevorzugten Modelle in physiologischen Studien. Die ersten sichtbaren Veränderungen der 
Arterienwand, die nach Beginn einer Hoch-Cholesterin-Diät auftreten, sind die 
Ansammlungen von Lipoproteinpartikeln und deren Aggregaten an den Stellen im 
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Gefäßsystem, an denen der Blutfluss nicht mehr uniform bzw. laminar ist. Bevorzugte Stellen 
der Läsionsbildung sind demnach Verzweigungsstellen und Krümmungen im Gefäßsystem. 
Diese Gebiete zeigen erhöhte Permeabilität gegenüber Makromolekülen wie z.B. LDL. 
LDL diffundiert passiv durch die Endothelzellschicht und wird im Weiteren durch Oxidation, 
Lipolyse, Proteolyse und Aggregation modifiziert. Das modifizierte LDL wirkt 
entzündungsfördernd und stimuliert die darüber liegende Endothelzellschicht zur Ausbildung 
von Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, P-Selektin, E-Selektin, P-CAM-1 und VCAM-1), 
chemotaktischen Proteinen (MCP-1) und Cytokine (M-CSF). Diese führen zur Rekrutierung 
von Monozyten aus dem Blut hin zur Gefäßwand. Die Adhäsionsproteine und 
chemotaktischen Faktoren vermitteln das Eindringen der Monozyten in die Arterienwand und 
Cytokine, wie M-CSF, stimulieren dann deren Proliferation und Differenzierung zu 
Makrophagen. Die Makrophagen nehmen das modifizierte LDL auf und entwickeln sich zu 
sogenannten „Schaumzellen“. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Modifikation des LDL 
ein entscheidender Faktor der Schaumzell-Bildung ist, da die Aufnahme von nicht 
modifiziertem LDL lediglich zur Sättigung der Makrophagen führt. Das Absterben der 
Schaumzellen wiederum führt zur Ansammlung extrazellulärer Lipide und Zelltrümmer in der 
Tunica intima. Diese Ansammlungen werden als nekrotischer Kern bezeichnet.  
Cytokine und Wachstumsfaktoren die von den eingedrungenen Makrophagen und von T-
Zellen gebildet werden, stimulieren die unter den Endothelzellen liegende Schicht glatter 
Muskelzellen zur Proliferation und zum Einwandern in die Intima. Die Bildung des 
sogenannten fibrösen Plaques ist durch eine wachsende Menge extrazellulärer Lipide sowie 
glatter Muskelzellen charakterisiert. Die glatten Muskelzellen proliferieren und beginnen 
extrazelluläre Matrix zu synthetisieren wodurch die fibröse Kappe über dem eigentlichen 
nekrotischen Kern entsteht. Durch die Proliferation der glatten Muskelzellen kommt es 
außerdem zum Vorschieben der arteriosklerotischen Läsion in das Gefäßlumen, wodurch sich 
der Gefäßdurchmesser stark verengt. Dies ist jedoch nicht die einzige Gefahr, die von einer 
fortgeschrittenen Läsion ausgeht. T-Zellen und Makrophagen produzieren Faktoren und 
Enzyme (IFN-γ, Proteasen und Kollagenasen) die zum Abbau der extrazellulären Matrix 
führen. Hierdurch wird die fibröse Kappe dünner und bricht oft an der sogenannten 
„Schulter“ des Plaques auf, wodurch entgegen der normalen Eigenschaften des Endothels, 
nun eine gerinnungsfördernde Oberfläche innerhalb des Blutgefäßes entsteht [Lusis et al., 
2000].  
Eine Verletzung oder Dysfunktion des Endothels scheint das erste Ereignis bei der 
Entstehung eines arteriosklerostischen Plaques zu sein. Das eine Verbindung zwischen der 
Apoptose von Endothelzellen und der Entstehung einer arteriosklerotischen Läsion besteht, 
wird außerdem durch die Beobachtung unterstützt, dass die Plaquebildung hauptsächlich in 
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Regionen des Gefäßsystems stattfindet in denen keine laminaren Strömungsverhältnisse 
herrschen [Gimbrone et al. 1997]. Diese Regionen sind ebenfalls durch eine gesteigerte 
Turn-Over Rate von Zellen bzw. eine gesteigerte Apoptoserate charakterisiert. Im Gegensatz 
dazu ist es möglich die Initiation der Apoptose von Endothelzellen durch das 
Aufrechterhalten laminarer Strömungsverhältnisse zu verhindern [Kaiser et al., 1997]. 
 
 
2.2 Die Apoptose 
 
Die Apoptose wird auch als physiologischer, programmierter Zelltod bezeichnet. Die 
Einführung dieser Bezeichnung erfolgte durch Kerr und Mitarbeiter zur Abgrenzung 
gegenüber der Nekrose [Kerr et al., 1972]. Die aus dem Griechischen abgeleitete 
Bezeichnung Apoptose beschreibt das Fallen der Blätter im Herbst und gibt damit einen 
bildlichen Vergleich für das Absterben einzelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus. 
Damit wird der Verlauf der Apoptose im Gegensatz zur Nekrose verdeutlicht: Nekrose ist ein 
pathophysiologischer Prozess, in dem Zellen infolge einer akuten Verletzung sterben. Im 
Verlauf der Nekrose schwellen die Zellen normalerweise an, platzen und verteilen ihren 
Inhalt über die Nachbarzellen, was eine schädliche Entzündungsreaktion zur Folge haben 
kann. Im Gegensatz dazu geschieht dies bei einer apoptotischen Zelle nicht. Die 
benachbarten Zellen werden nicht in Mitleidenschaft gezogen. Die Apoptose ist ein 
unumkehrbarer, genetisch gesteuerter Prozess, der nicht mehr aufzuhalten ist und 
unweigerlich zum Absterben der betroffenen Zelle führt. Im Abschnitt 2.2.1 wird der Verlauf 
der Apoptose in seinen Einzelheiten genauer dargestellt. 
Die nun folgenden Beispiele zeigen, in welchem Umfang im Organismus gezielt der 
Mechanismus der Apoptose eingesetzt wird, um schützende, lebenserhaltende Ab- oder 
Umbau- und Differenzierungsvorgänge zu steuern [Ueda et al., 1994; Henkes, 1995]: 
Virusinfizierte Zellen sterben ab und scheiden aus dem Zellverband aus, ohne dass der Virus 
direkt für den Tod der Zelle verantwortlich ist. Ebenso werden Zellen, deren Erbgut infolge 
radioaktiver Strahlung, cancerogener oder mutagener Substanzen geschädigt ist, aus dem 
Zellverband eliminiert, um weiteren Schädigungen des Organismus vorzubeugen. Im Verlauf 
der Metamorphose und der Embryogenese werden unerwünschte, überflüssige Zellen durch 
den Mechanismus der Apoptose abgebaut. Verwandelt sich eine Kaulquappe in der 
Metamorphose in einen Frosch, so werden beispielsweise die nicht mehr benötigten 
Schwanzzellen durch Apoptose eliminiert. Eine weitere wichtige Rolle spielt der 
programmierte Zelltod bei der Selektion von B- und T-Lymphozyten. Zellen mit fehlerhaften 
Antigenrezeptoren können mit Hilfe der Apoptose aussortiert werden. 
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2.2.1 Mechanismus der Apoptose und morphologische Veränderungen 
 
Der Mechanismus der Apoptose wurde von Arends aufgrund der mikroskopisch sichtbaren, 
morphologischen Veränderungen in drei Phasen gegliedert [Arends et. al. 1990]. Die 
Übergänge der einzelnen Phasen sind jedoch fließend und können mit dem Zelltyp variieren. 
In Abbildung 2.3 sind die morphologischen Veränderungen graphisch dargestellt. Zu Beginn 
kondensiert das Chromatin als sichelförmiges Aggregat an der Kernmembran und der Kern 
beginnt zu schrumpfen. Das Zellvolumen verringert sich und Organelle beginnen sich zu 
verdichten. Lediglich Mitochondrien zeigen keine sichtbaren Veränderungen und bleiben 
intakt. In der folgenden Phase kommt es in der Plasmamembran zu Ausstülpungen und 
Bläschenbildung (membrane blebbing). Durch die Aktivierung von Endonukleasen beginnt die 
Spaltung der genomischen DNS an histonfreien Bereichen in 200 bp große Fragmente bzw. 
Vielfache davon, die nach Auftrennung in einem elektrischen Feld, die für die Apoptose 
charakteristische DNS-Leiter ergeben. In der letzten Phase zerfallen Zellkern und Cytoplasma 
in die sogenannten apoptotischen Körperchen (apoptotic bodies), wobei die Integrität der 
Membran weiterhin erhalten bleibt. In vivo werden die apoptotischen Körperchen von 
Makrophagen phagozytiert, wohingegen in vitro eine Lyse in den Kulturüberstand erfolgt 
[Alberts et al.1997]. 
 
 
Abb. 2.3: Stadien der Apoptose nach Arends [Arends et al., 1990]. 
 
Während der Apoptose wird die Zerstörung der Zelle durch eine Familie von Cystein-
Proteasen, den Caspasen, kontrolliert. Zwei Haupt-Apoptosewege können unterschieden 
werden (siehe Abbildung 2.4): Die Initiation des ersten Apoptoseweges erfolgt durch die 
Aktivierung des sog. Todes-Rezeptors durch extrinsische Signale. Die zweite Möglichkeit 
Apoptose in Zellen auszulösen, verläuft über die Ausschüttung von Cytochrom c aus dem 
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Intermembranraum der Mitochondrien, und wird durch intrinsische, stressinduzierende 
Stimuli ausgelöst.  
Als Todes-Rezeptor wird die TNF-(Tumor-Nekrose-Faktor) Rezeptorfamilie bezeichnet, zu 
denen unter anderem auch TNF-R1, CD95 und TRAIL-(TNF-related-apoptosis-inducing-
ligand)-1 und 2 gehören. Die Aktivierung des Todes-Rezeptors an der Zelloberfläche führt zu 
dessen Trimerisierung. Anschließend wird, mit Hilfe von Adaptormolekülen, die Pro-Caspase-
8 in ihrer inaktiven Form rekrutiert und aktiviert. Der trimerisierte Rezeptor-Liganden 
Komplex inklusive der rekrutierten Pro-Caspase 8 wird auch als DISC (Death inducing 
signaling complex) bezeichnet.  
Die durch extrinsische Signale ausgelöste Apoptose führt zur Pertubation von Mitochondrien 
und der darauffolgenden Freisetzung von Proteinen wie Cytochrom c aus dem 
mitochondrialen Intermembranraum. Diese Freisetzung von Cytochrom c ist zum Teil 
reguliert durch die Mitglieder der Bcl-2 Familie. Ihre Anti (Bcl-2, Bcl-X
L
/Mcl1) und Pro (Bax, 
Bak und tBid)-apoptotischen Mitglieder fördern bzw inhibieren die Freisetzung von 
Cytochrom c. Einmal freigesetzt bindet das Cytochrom c den Apaf1 Faktor (apoptotic 
protease-activation factor), der wiederum, bei Vorhandensein von dATP, mit Caspase-9 
zusammen das Apoptosom bildet. Entweder durch den DISC-Komplex oder durch das 
Apoptosom wird die inaktive Procaspase-3 in ihre aktive Form überführt, durch welche dann 
eine Caspase-Kaskade in Gang gesetzt wird, die für den proteolytischen Abbau zellulärer 
Substrate verantwortlich ist. Es kommt zu den klassischen, biochemischen und 
morphologischen Veränderungen, die mit dem apoptotischen Phänotyp verbunden werden.  
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Abb 2.4: Extrinsischer und intrinsischer Weg zur Caspase-Aktivierung. [MacFarlane und Williams, 2004]. 
 
Einleitung   13  
                                                                                                                                                   
 
2.3 Einfluss von Scherstress auf das Endothel 
 
Zellen des kardiovaskulären Systems unterliegen dem Einfluss einer Vielzahl mechanischer 
Reize. Die Blutgefäße und das Herz sind aus Endothel-, glatten Muskel- und 
Bindegewebszellen aufgebaut. Während auch die tieferen Zellschichten unter dem Einfluss 
von Herzschlag und Blutdruck stehen, stehen die Endothelzellen in direktem Kontakt mit dem 
Blutstrom. Neben dem hydrostatischen Druck durch das transluminale Druckgefälle zwischen 
Blutgefäß und Gewebe und den rhythmischen Dehnungskräften, die sich bedingt durch den 
Blutauswurf des Herzens über Pulswellen im Gefäßsystem fortpflanzen, wirken auf das 
Endothel auch Scherkräfte ein, die aus dem Blutstrom resultieren [Dobrin et al., 1994].  
 
In den vergangenen Jahren ist von den oben genannten mechanischen Kräften der Einfluss 
von Strömung und der auf das Endothel einwirkende Scherstress besonders intensiv 
untersucht worden [Malek et al., 1993; Davies et al., 2000]. Scherstress wird auch als die 
Zugkraft pro Flächeneinheit definiert, die in Richtung des Blutflusses auf die Oberfläche der 
inneren Blutgefäßwand wirkt. Die in der Abbildung 2.5 dargestellte Formel für die 
Berechnung des Scherstresses bezieht sich auf das Modell einer flüssigkeitsdurchströmten 
Röhre. Die erhaltenen Werte können somit nur als Näherung der in vivo zu beobachtenden 
Kräfte betrachtet werden. 
 
3
4 Q
r
µ
τ
pi
⋅ ⋅
=
⋅
 
       
   τ = Scherstress [dyn * cm
-2
] 
   µ = Viskosität der Flüssigkeit  
     =[0,01 dyn*s* cm
-2
] 
  Q = Volumenstrom [ml/cm] 
   r = Radius des Blutgefäßes [cm] 
 
 
Abb. 2.5 :  Schematische Darstellung der im Blutgefäß auf Endothelzellen wirkende Strömung und 
Berechnung des Scherstresses [Malek et al., 1993] 
Einleitung   14  
                                                                                                                                                   
 
n Abhängigkeit von der Lage im Gefäßsystem und der lokalen Gefäßgeometrie wirken 
unterschiedliche Strömungen auf die jeweiligen Bereiche des Endothels. So lassen sich im 
Bereich der Arterien laminare Strömungsverhältnisse nachweisen, wohingegen beispielsweise 
an Gefäßgabelungen turbulente Strömungsbedingungen herrschen. Ob eine Strömung der 
laminaren oder turbulenten Zustandsform zugeordnet wird kann durch die Reynoldszahl (Re) 
bestimmt werden. Mit Hilfe dieser dimensionslosen Kennzahl kann der Umschlagpunkt 
bestimmt werden, bei dem eine laminare Strömung in eine turbulente „umkippt“. Diese 
kritische Reynoldszahl R
krit
 ist stark geometrieabhängig und kann durch die folgende Formel 
beschrieben werden: 
 
Re
v lρ
η
⋅ ⋅
=
 
Re = Reynoldzahl 
ρ = Dichte [kg/m
3
] 
v = Geschwindigkeit [m/s] 
l = Länge [m] 
η =dynamische Viskosität [kg/m*s] 
 
Bei einem kreisrunden Rohr mit einem definierten Innendurchmesser ist die Strömung 
laminar  für Re < 2320. Die Strömungsgeometrie einer kreisrunden Röhre eignet sich am 
besten als Modellsystem für die vorliegenden Bedingungen in den Blutgefäßen.            
  
Je nach Zustand eines Organismus (Ruhe- oder Arbeitszustand) variiert die Flussrate in den 
Gefäßen. Ein gesundes Gefäß reagiert infolge gesteigerter Flussraten mit einer Weitung des 
Gefäßlumens. Hierdurch wird die Scherkraft weitestgehend konstant gehalten. Im 
Gefäßsystem beträgt die Scherkraft in Arterien 10-40 und in Venen 1-6 dyn/cm
2
. [De Paola 
et al.; 1992 und 1999]. Im Bereich arteriosklerotischer Läsionen mit herabgesetzter 
Elastizität der Gefäße können diese Werte jedoch stark ansteigen und bis zu 400 dyn/cm
2
 
betragen [Schmidt-Schönbein und Murakami, 1985]. Bereiche mit stark erhöhten 
Scherkräften oder nicht laminarem Strömungsverhalten sind vermehrt im Bereich von 
Gabelungen von Arterien zu beobachten [Ku et al., 1985; Asakura und Karino, 1990]. In vitro 
ist in Bereichen turbulenter Strömung eine verstärkte Proliferation nachzuweisen [Davies et 
al., 1996]. Diese Gefäßbereiche werden in vivo als bevorzugte Entstehungsorte für 
arteriosklerotische Plaques diskutiert [Traub und Berk, 1998]. Außerdem lassen sich in vivo 
durch Scherstress Veränderungen in Struktur und Funktion von Endothelzellen nachweisen. 
Dabei kommt es zu einer Vielzahl verschiedener Reaktionen, die in drei zeitliche Kategorien 
eingeteilt werden können (Tabelle 2.1) [Resnick und Gimbrone, 1995]: Sekunden nach 
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Einwirkung der Scherkraft auf das Endothel setzen biomechanische Transduktionsereignisse, 
wie die Aktivierung von Ionenkanälen, eine Veränderung der Ca
2+
-Konzentration im Cytosol 
oder das Anschalten von Second Messenger Signalkaskaden ein. In einem Zeitfenster von 
Minuten oder Stunden können vermehrt Prozesse wie Endocytose, Zellteilung oder 
veränderte Genregulation beobachtet werden. Innerhalb einiger Tage nach Einsetzen des 
Scherstresses erfolgen zelluläre Anpassungen in Form von Veränderungen der Zellgestalt, 
einer Reorganisation des Cytoskeletts und der Fokalen Adhäsionsstellen und einer 
Ausrichtung der Endothelzellen axial in Richtung der Scherkraft.  
 
Tab. 2.1: Scherstressvermittelte Reaktionen von Endothelzellen [Resnick und Gimbrone, 1995]. 
 
Reaktion nach Sekunden Reaktion nach Stunden Reaktion nach Tagen 
Biomechanische 
Transduktionsereignisse 
Biologische Antworten Zelluläre Anpassung 
• Veränderte Ca
2+
 
Konzentration im Cytosol 
• Endocytose • Veränderte Zellgestalt 
• Aktivierung von 
Ionenkanälen 
• Zellteilung • Reorganisation des 
Cytoskeletts und der 
Fokalen Adhäsion 
• Second Messenger 
Kaskaden 
• Genregulation • Ausrichtung der Zellen in 
Flussrichtung 
 
 
Die Reaktionen der Zelle sind wiederum von der Scherart (laminar oder turbulent), der 
Scherkraft und der Scherdauer abhängig. So liegt die Expressionsrate des Wachstumsfaktors 
PDGF-B (platelet derived growth factor) bei geringem Scherstress bis zu 4 dyn/cm
2
 
kurzfristig sehr hoch, bei mäßig starkem Scherstress von bis zu 15 dyn/cm
2
 niedrig und über 
35 dyn/cm
2
 sehr niedrig. Dieses Beispiel zeigt, dass Scherstress bei Endothelzellen 
insbesondere die Expression endothelialer Gene auf Transkriptionsebene beeinflusst. Dazu 
gehören z.B. Endothelin-1, PDGF-A & B, ICAM-1, VCAM-1 sowie c-myc, c-jun und c-fos 
[Resnick et al., 1992; Shyy et al., 1994; Lan et al., 1994; Houston et al.,1999].  
 
Die Stimulation von Endothelzellen in vitro kann durch unterschiedliche Systeme erfolgen. In 
dieser Arbeit wurde die, im Arbeitskreis [Rüdiger Graf, Dissertation 2001] etablierte und 
optimierte Plattenkegelscherungsapparatur verwendet. Die Wirkungsweise und der 
grundlegende Aufbau dieses Gerätes basiert auf einem Kegelviskosimeter [Sdougos et al., 
1984]. Die Abbildung 2.6 verdeutlicht die Geometrie des Kegels, welcher mit seiner Spitze 
die Kulturschale berührt. Durch Rotation des in das Kulturmedium eingetauchten Kegels 
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werden Strömungen erzeugt und auf diese Weise mechanische Kräfte auf die Zellen 
ausgeübt. Durch Änderung der Drehzahl und des Kegelwinkels können auf die Zellen sowohl 
unterschiedlich starke Scherkräfte als auch verschiedene Strömungsbedingungen, wie 
laminare und turbulente Strömungen ausgeübt werden.  
 
Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Plattenkegelapparatur. Der Kegel mit dem Winkel  berührt mit 
seiner Spitze die Kulturschale und rotiert mit der Geschwindigkeit  im Kulturmedium. Dieses 
besitzt die dynamische Viskosität µ. 
 
Die Kegeldrehzahl wird von einem externen Steuergerät eingestellt. Der Scherstress τ stellt 
eine Funktion der Viskosität des Mediums, des Kegelwinkels α sowie der Drehzahl dar und 
kann durch die folgende vereinfachte Formel berechnet werden: 
 
2 nµ pi
τ
α
⋅ ⋅
=
 
 
τ = Scherstress [dyn/cm
2
] 
µ = Viskosität des Mediums (bei 37 °C: 0,007dyn ⋅  s ⋅ cm
-2
) 
α = Winkel von 0,5° = 0,0087
rad
 
n = Umdrehungen / min 
 
Tab. 2.2:  Scherstress in Abhängigkeit des Winkels und der Drehzahl. 
α [°] n [min
-1
] τ [dyn/cm
2
] Strömung 
0,5° 12 = 1 laminar 
0,5° 120 = 10 laminar 
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2.3.1  Scherstressabhängige Genregulation 
 
In vivo werden große Blutgefäße an akute oder chronische Veränderungen des Blutflusses 
angepasst. Einige Veränderungen, die für diese Anpassung nötig sind, resultieren aus der 
Regulation der Genexpression auf Transkriptionsebene. 1990 konnten Diamond und 
Mitarbeiter zeigen, dass die mRNS Menge eines fibrinolytischen Enzyms (tissue plasminogen 
activator, tPA) als Reaktion auf die Kultivierung unter Scherstress hochreguliert wurde. Der 
Anstieg der tPA-mRNS korrelierte mit der verstärkten Sekretion des tPA-Proteins, was zum 
ersten Mal dokumentierte, dass eine definierte fluiddynamische Kraft die endotheliale 
Genexpression beeinflussen konnte [Diamond et al. 1990].  
Der Wachstumsfaktor PDGF-B (platelet derived growth factor B) zeigt scherstressabhängige 
Regulation. Deletionsstudien des PDGF-B Promotors konnten zeigen, dass eine 52 bp große 
Region zwischen der Position –153 bis –101 für die scherstressabhängige Regulation 
notwendig war. Weitere Mutationsanalysen dieser Promotorregion definierten eine 6 bp 
große Kernsequenz der Bindestelle GAGACC, die im Weiteren von Resnick und Mitarbeitern, 
als Shear Stress Response Element (SSRE) bezeichnet wurde [Resnick et al., 1994]. 
Computergestütze Sequenzdatenbankanalysen zeigten, dass viele Gene die auf Scherstress 
reagieren, das SSRE oder seine palindromische Sequenz in ihrer Promotorregion tragen.  
 
Tab. 2.3:  Scherstressabhängig exprimierte Gene, die ein Scherstress Respons Element (SSRE) in ihrem 
Promotor tragen [Resnick und Gimbrone 1995]. 
 
Gen Spezies Position Sequenz 
PDGF-B 
 
• Human 
• Maus 
-125 
-125 
GAGACC 
GAGACC 
tPA 
 
• Human 
• Maus 
-345 
-252 
GAGACC 
GAGACC 
TGF-ß1 
 
• Human 
• Maus 
-1219 
-401 
GGTCTC 
GGTCTC 
MCP-1 
 
• Human 
-202 
-1919 
GGTCTC 
GAGACC 
Endothelin-1 
• Human 
-236 
 
GGTCTC 
Ec-NOS 
 
• Human 
-999 
-1986 
GGTCTC 
GAGACC 
c-fos 
• Human 
-216 
 
GAGACC 
ICAM-1 
• Human 
-644 
 
GAGACC 
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Weiterhin konnte gezeigt werden [Ohno et al., 1995], dass z.B. die scherstressabhängigen 
Gene TGF-ß und MCP-1 die Sequenz GAGACC zwar in ihrer Promotorregion tragen, diese 
Sequenz aber nicht alleine für ihre scherstressabhängige Regulation verantwortlich ist. TGF-ß 
und MCP-1 zeigten trotz Deletion des SSRE scherstressabhängige Expression. Diese Tatsache 
wies auf das Vorhandensein weiterer SSRE hin (Tab 2.4). So zeigten z.B. Analysen der 
Promotorregion des scherstressabhängigen PDGF-A Gens [Kachigian et al., 1997], dass hier 
eine GC-reiche Region für die scherstressabhängige Expression des PDGF-A-Gens 
verantwortlich ist. In anderen endothelialen Genen konnten Bindesequenzen bestimmter 
Transkriptionsfaktoren (AP-1 und NFκB) mit der scherstressabhängigen Expression in 
Verbindung gebracht werden. Im Folgenden sind Transkriptionsfaktorbindestellen 
zusammengefasst, die bereits im Zusammenhang mit scherstressabhängiger Genregulation 
beschrieben wurden. 
 
Tab. 2.4: Scherstressabhängig regulierte Transkriptionsfaktorbindestellen in endothelialen Genen 
 
Transkriptionsfaktorfaktor & Bindestelle Gen 
SSRE GAGACC [Resnick et.al. 1992] PDGF-B, t-PA, c-fos, c-jun ICAM-1, MCP-1 
AP-1 TGACTCC, TCACTCA [Shyy et.al. 1994] ET-1, t-PA, ICAM-1 
NFκB GGAAGATCCCT [Lan et.al. 1994] VCAM-1 
Egr-1/SP-1 GCGGGGGCG [Houston et.al. 1999] PDGF-A, TGF-ß, bFGF, TF 
SSRE erweitert ACC(G)/(T)AGACCAG  [Fissthaler, 2003]  
Oligonukleotidsequenzen 
GAGA-Box/Barbie GAGAG/CTTT  [Miyakawa et al., 2004] Angiotensin I Converting Enzyme 
GATA-Faktoren 1-6 GATA [Sokabe et al.,2006] uPA 
AP-2 / CRE-like [Sumpio et al., 1997] GACCCCACCCCCTGC, 
AATGACATCACGGCT 
tPA 
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2.4 Thrombospondin-1 und Apoptose 
 
2.4.1 Struktur von Thrombospondin-1 
 
Die extrazelluläre Matrix (ECM) stellt nicht nur eine unterstützende Gewebestruktur für Zellen 
dar, sondern liefert auch Signale, die diverse zelluläre Funktionen wie z.B. Gestalt, 
Bewegung, Adhäsion, Wachstum und Differenzierung kontrollieren. Die ECM besteht zum 
Einen aus den verschiedenen Strukturproteinen wie Kollagenen und Proteoglykanen und zum 
Anderen aus den sogenannten matrizellulären Proteinen [Bornstein, 1995]. Der Begriff 
matrizelluläre Proteine wurde von Paul Bornstein geprägt und beschreibt verschiedene, 
nichtverwandte aber funktionell ähnliche Glykoproteine, die in der ECM keine direkten 
strukturellen Aufgaben besitzen, sondern zur Vermittlung von Zell-Matrix Interaktionen 
dienen. Zu ihnen gehören SPARC, Tenascin C, Osteopontin und die Familie der 
Thrombospondine [Sage, 2001].  
Das Glykoprotein Thrombospondin wurde 1978 von Lawler und seinen Mitarbeitern 
charakterisiert. Es war jedoch schon seit Anfang der 70er Jahre als „thrombinsensitives 
Protein“ auf der Oberfläche von thrombinstimulierten Blutplättchen identifiziert worden 
[Baenziger et al., 1971]. Inzwischen ist bekannt, dass Thrombospondin von zahlreichen 
Zelltypen sezerniert wird: unter anderem von Myoblasten, Epithelzellen, Monozyten, 
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen. Das ursprünglich entdeckte Thrombospondin 
trägt unterdessen die Bezeichnung Thrombospondin-1 (Tsp-1), um es von den später 
entdeckten Familienmitgliedern zu unterscheiden. Diese werden als Tsp-2, Tsp-3, Tsp-4 und 
COMP/Tsp-5 bezeichnet [Adams, 1997]. Alle Mitglieder der Thrombospondinfamilie liegen 
hochkonserviert in Vertebraten vor, konnten aber bisher nicht in Invertebraten nachgewiesen 
werden. Tsp-1 und Tsp-2 besitzen eine trimere Struktur, unterscheiden sich aber in ihrem 
Expressionsmuster [Bornstein, 2001]. Tsp-3, Tsp-4 und COMP/Tsp-5 besitzen eine 
pentamere Struktur, ihnen Fehlen aber einige Domänen des Tsp-1 [Adams, 1997]. 
 
Das Tsp-1 Gen ist beim Menschen auf dem Chromosom 15, Band q15 lokalisiert. Es hat eine 
Größe von 16393 bp und wird durch 22 Exons kodiert [Adams, 1997]. In der Abbildung 2.7 
ist die Intron-Exon Organisation des Tsp-1 Gen dargestellt. 
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Abb. 2.7 : Intron-Exon Organisation des Tsp-1 Gen 
[http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/Image/THBS1]. 
 
Die Promotorregion des humanen Tsp-1 Gen wurde bereits in früheren Studien kloniert und 
in COS-1 und NIH3T3-Zellen untersucht [Laherty et al., 1989]. Die isolierte Sequenz war 
3823 Nukleotide lang und enthielt die ersten zwei Exons, Teile des dritten Exons, die ersten 
beiden Introns sowie 2277 Nukleotide stromauf der Transkriptionsstartstelle. Die 
Transkriptionsstartstelle wurde durch eine Kombination aus S1-Nuklease-Mapping und Primer 
Extension Analyse bestimmt. Das erste Exon ist 151 bp groß und besteht aus einer 5`-
Untranslatierten Region. Das erste Intron ist 599 bp groß und enthält wahrscheinlich cis-
aktive Elemente, die die Transkription des Tsp-1 Gen beeinflussen. Das zweite Exon hat eine 
Größe von 96 bp und enthält das Initiator-Methionin sowie die hydrophobe Signalsequenz 
des Tsp-1. Es konnten verschiedene cis-aktive Elemente im Promotorbereich identifiziert 
werden. An der Position –24 bezogen auf den Transkriptionsstart liegt eine A/T-reiche 
Sequenz, TTTAAAA, die homolog zu TATA-Box Sequenzen eukaryotischer Promotoren ist. 
Sequenzen weiter stromauf der TATA-Box enthalten eine Vielzahl potentieller regulatorischer 
Elemente wie eine inverse CCAAT-Box an der Position –63, sowie Response Elemente für 
Heat Shock (-792), cAMP (-1192) und Serum (-1269). Konsensus Sequenzen für die c-fos 
direct repeats (-342 und –449), virale Core Enhancer (-823 und –1760) und Bindestellen für 
die Transkriptionsfaktoren Sp-1 (-118, -165 und –581) und AP-2 (-311 und –735) konnten 
identifiziert werden. Eine Analyse der von Laherty und Kollegen hergestellten 
Deletionsmutanten zeigten, dass das Fehlen der ersten Intron-Sequenz zu einer 75 %igen 
Erniedrigung der Transkriptionsaktivität führte. 
 
Die Tsp-1-mRNS hat eine Größe von 5917 bp. Sie enthält außer der oben erwähnten 5`-UTR 
eine 3`-Untranslatierte Region (3`-UTR) von 2166 Nukleotiden, die vor allem im hinteren 
Bereich, extrem A/T-reich ist. Die 3`-UTR enthält 37 TATT oder ATTT(A) Sequenzen 
[http://www.geocities.com/HotSprings/Spa/3430/marqueurs/ thrombo1.htm]. Ebenfalls sind 
Erkennungssequenzen zur Restriktion durch Endonukleasen vorhanden, was zum schnellen 
Turn-Over der Tsp-1 mRNS beitragen könnte. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass 
das Oncoprotein Myc Thrombospondin-1 herunterreguliert, indem die Turn-Over-Rate der 
Tsp-1 mRNS gesteigert wird [Janz et al., 2000]. 
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Das Tsp-1 Protein ist ein Homotrimer. Jede Untereinheit besteht aus 1152 Aminosäureresten, 
die posttranslational durch Glykosylierung und ß-Hydroxylierung von Asparagin-Resten 
modifiziert werden. Jede Untereinheit des Trimers bildet amino- und carboxyterminale 
globuläre Domänen aus, die über einen langen, dünnen, flexiblen Arm verbunden sind. In 
der Abbildung 2.8 ist schematisch ein Tsp-1 Monomers dargestellt. 
 
 
 
 
Abb. 2.8: Schematische Darstellung des Tsp-1 und 2 Monomers [modifiziert nach http://atlasgenetics-
oncology.org/Genes/Image/ THBS1]. 
 
Die amino- und carboxyterminalen Domänen weisen keine Sequenzhomologien zu anderen 
Proteinen in der Datenbank auf. Der flexible Verbindungsarm besteht aus einer kurzen, 
linearen Region, die zwei Cystein-Reste zur Ausbildung von Disulfidbrücken enthält, einer 
Prokollagen-homologen Region und drei Typen von Wiederholungen, die als Typ I-, Typ II- 
und Typ III bezeichnet werden. Die drei Typ I-Wiederholungen gruppieren sich um 6 
Cystein-Reste und zeigen Homologien zu Domänen, die in Komponenten des 
Komplementsystems, wie Properdin, UNC-5 und F-spondin vorhanden sind und werden 
demnach als „Thrombospondin-Repeat“ oder als „Properdin-Repeat“ bezeichnet. Die drei Typ 
II-Wiederholungen zeigen Homologien zum epidermalen Wachstumsfaktor (EDGF) und sind 
daher in vielen Zelloberflächenproteinen und sezernierten Proteinen vorhanden. Die sieben 
Typ III-Wiederholungen sind reich an Aspartatresten und jede Wiederholung enthält eine 
oder zwei Sequenzen, die Ähnlichkeiten mit der E/F-Hand, dem Calciumbindemotiv des 
Calmodulin, haben. Aufgrund dieser Motive kann ein Tsp-1 Molekül 35 Calcium-Ionen binden 
[Adams et al., 1995] 
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2.4.2 Funktion von Tsp-1 
 
Die Funktionen von Tsp-1 sind vielfältig (Abbildung 2.9) und von seiner jeweiligen 
Umgebung abhängig. 
 
 
 
 
Abb. 2.9:  Funktionen von Tsp-1 [Lawler, 2002] 
 
Zelladhäsion und Migration 
 
Tsp-1 kann aufgrund seiner unterschiedlichen Domänen mit einer Vielzahl verschiedener 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche wechselwirken und so den zellulären Phänotyp 
modulieren. Da jeder Zelltyp ein unterschiedliches Repertoire an Rezeptoren auf seiner 
Oberfläche exprimiert, variiert die zelluläre Reaktion mit dem jeweiligen Zelltyp. Zum Beispiel 
stimuliert Tsp-1 die Migration vaskulärer glatter Muskelzellen, während es die Migration von 
Endothelzellen inhibiert. Tsp-1 interagiert hierbei mit vielen unterschiedlichen 
Zelloberflächenproteinen, wie Integrinen, Proteoglykanen und CD47. 
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Extrazelluläre Prozesse z.B.Thrombozyten-Aggregation 
 
Tsp-1, welches durch aktivierte Thrombozyten aus deren α-Granulas freigesetzt wurde, ist 
an der Bildung und Wiederauflösung des Thrombus beteiligt, indem es Fibrin, Plasminogen, 
Urokinase und Histidin-reiche Glykoproteine bindet [Adams, 1997]. 
 
Interaktion mit TGF-ß 
 
1992 haben Murphy-Ulrich und Mitarbeiter berichtet, dass Tsp-1 an TGF-ß binden und 
aktivieren kann [Murphy-Ulrich et al., 1992]. Seit dieser ersten Beobachtung wurden Studien 
mit Fusionsproteinen und synthethischen Peptiden dazu verwendet, um die molekularen 
Grundlagen dieser Interaktion aufzuklären. Es konnte gezeigt werden, dass die WSHWSPW 
Sequenz in der zweiten Tsp-1 Typ I-Wiederholung TGF-ß bindet, und das die RFK-Sequenz in 
der ersten Typ-I-Wiederholung TGF-ß aktiviert [Schultz-Cherry et al.,1995]. In der Abbildung 
2.10 sind aktive Peptidsequenzen des Tsp-1 Monomers dargestellt. Hohe Konzentrationen 
eines synthethischen Peptides mit der Sequenz RFK allein reicht für die Aktivierung von TGF-
ß aus [Lawler, 2000]. 
 
 
 
Abb. 2.10: Aktive Peptidsequenzen des Tsp-1: RFK-Sequenz aktiviert TGF-ß, WSHWSPW bindet TGF-ß,  
andere Proteine und Glykosaminoglykane, SVTCGD bindet CD36. Die Bindung an das Integrin  
α
v
ß
3
 wird über eine RGD-Sequenz in der 6. Typ-III-Wiederholung vermittelt. Die Interaktion  
mit CD47 erfolgt über die RFYVVMWK in der C-terminalen globulären Domäne [modifiziert 
nach Lawler, 2002] 
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Wechselwirkung mit Komponenten der ECM 
 
Tsp-1 kann mit einer Vielzahl von Zelloberflächenproteinen und Komponenten der 
extrazellulären Matrix wie z.B. Kollagen, Fibronectin und Laminin wechselwirken und so 
deren Funktionen beeinflussen. Ebenfalls wurde eine Bindung von Tsp-1 an diverse 
Proteasen der ECM beschrieben (Thrombin, Plasmin, Cathepsin G und MMP-2). So kann Tsp-
1 direkt oder indirekt verschiedene biologische Prozesse beeinflussen [Friedl et al., 2002]. 
 
Wechselwirkung mit Zelloberflächenrezeptoren (CD36, Integrine, CD47/IAP) 
 
CD36 ist ein Transmembranprotein, dass kollagenbindende Eigenschaften besitzt und als 
scavenger Rezeptor für modifiziertes LDL fungiert. Die Interaktion mit Tsp-1 konnte auf 
Thrombozyten, Monozyten und Endothelzellen beobachtet werden. Die hochaffine Bindestelle 
für CD36 ist das CSVTCG Motiv in der zweiten und dritten Typ-I-Sequenzwiederholung 
(Abbildung 2.9).  
Diverse Integrine werden als Liganden von Tsp-1 beschrieben. Dazu gehören α
v
ß
3
 auf 
Endothelzellen und glatten Muskelzellen sowie die Integrine α
4
ß
1
 und α
5
ß
1
 auf aktivierten T-
Zellen. Während die Interaktion von Tsp-1 mit α
v
ß
3
 Integrinen über die RGD-Sequenz des 
Tsp-1 in der 7. Typ-III-Sequenzwiederholung geschieht (Abbildung 2.9), ist die Bindestelle 
von Tsp-1 an die Integrine α
4
ß
1
 und α
5
ß
1
 noch nicht identifiziert [Friedl et al., 2002]. 
Das Integrin assoziierte Protein (IAP, CD47) ist ein, je nach Glykosylierungsgrad 45-55 kDa 
großes einzelsträngiges Transmembranprotein. Es besteht aus einer extrazellulären N-
terminalen Domäne, die der Immunoglobulin Superfamilie (IgSF) angehört, sowie 5 
membrandurchspannenden Sequenzen und einem kurzen, C-terminalen Schwanz mit vier 
alternativen Spleiß-Formen, der in das Cytoplasma ragt [Rebres et al., 2001]. IAP kann mit 
diversen Integrinen ( α
v
ß
3
, α
IIb
ß
3
, α
2
ß
1
) zu einem supramolekularen Komplex assoziieren. Die 
zusätzliche Bindung von Tsp-1 an diesen Komplex stimuliert dessen Aktivierungszustand. 
Verantwortlich für die Interaktion von Tsp-1 und IAP sind zwei Sequenzen innerhalb der C-
terminalen globulären Domäne des Tsp-1, die beide das Sequenzmotif VVM enthalten 
(Abbildung 2.9). Die Komplexbildung von Integrin/IAP und Thrombospondin-1 führt zur 
Induktion von intrazellulären Signalkaskaden, an denen heterotrimere G-Proteine der G
i
-
Familie beteiligt sind. 
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Inhibition der Angiogenese 
 
Als Angiogenese bezeichnet man den Prozess der Kapillarbildung aus bereits bestehenden 
Blutgefäßen. Sie kommt sowohl während der Embryonalentwicklung als auch im adulten 
Organismus hier hauptsächlich als Anpassung an veränderte Versorgungsbedürfnisse des  
Gewebes oder veränderte Strömungsverhältnisse vor. Die Angiogenese erfordert den 
koordinierten Ablauf mehrerer zellulärer Prozesse. Nach proteolytischer Auflösung der 
extrazellulären Matrix der bestehenden Gefäßwand bilden Endothelzellen durch Wachstum 
und Migration solide Aussprossungen mit anschließender „Röhrenbildung“. Nach Anschluss 
dieser Kapillarsprosse an ein bereits existierendes Blutgefäß werden glatte Muskelzellen und 
Perizyten aufgelagert, welche die Gefäßwand verstärken. Der Vorgang der Angiogenese wird 
streng kontrolliert durch die Balance zwischen positiven und negativen Umgebungssignalen 
[Dissertation Bergmann, 2004]. Die Funktion von Tsp-1 im Prozess der Angiogenese wird seit 
1990 diskutiert. Tsp-1 gilt als der erste entdeckte, natürliche Inhibitor der Angiogenese. Die 
Regulation der Angiogenese durch Tsp-1 ist komplex und beinhaltet direkte und indirekte 
Effekte auf endotheliale Zellen.  
 
Die direkten Effekte von Tsp-1 auf Endothelzellen beinhalten unter anderem die Inhibition 
ihrer Migration und die Induktion der Apoptose. Diese Effekte werden durch die Interaktion 
der Tsp-1 Typ-I-Wiederholungen mit CD36 in der endothelialen Zellmembran vermittelt. 
Mehrere synthethische Peptide, die Sequenzen der Typ I-Wiederholungen beinhalten, 
inhibieren die Migration von Endothelzellen in vitro und Angiogenese in vivo [Tolsma et al., 
1993, Dawson et al., 1999; Iruela-Arispe et al., 1999]. Die Tatsache, dass einige 
inhibitorische Peptide die CD36 Bindesequenz beinhalten und einige nicht, lässt allerdings auf 
unterschiedliche Mechanismen zur Inhibition der Angiogenese schließen. Wahrscheinlich sind 
hier weitere Rezeptoren beteiligt, denn die Tsp-1 Typ-I-Wiederholungen können z.B. in 
HUVEC ebenfalls Apoptose induzieren, obwohl diesen der Rezeptor CD36 fehlt [Guo et al., 
1997].  
 
Zusätzlich zur Einleitung der Apoptose wird durch Tsp-1 auch der „Survival–pathway“ 
herunterreguliert. Dieser Prozess beinhaltet die Verminderte Expression von anti-
apoptotischen Proteinen wie Bcl-2 und die verstärkte Expression pro-apoptotischer Proteine  
wie Bax.  
 
Einleitung   26  
                                                                                                                                                   
Außerdem inhibiert Tsp-1 die Angiogenese, indem die Mobilisierung proangiogener Faktoren 
unterbunden wird und diese ihren Rezeptoren auf der Zelloberfläche nicht zugänglich 
gemacht werden. Durch Tsp-1 wird z.B. die Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase 9 
blockiert, wodurch es nicht zur Freisetzung des pro-angiogenen Faktors VEGF aus der 
Extrazellulären Matrix kommt. 
 
Ein weitere Mechanismus durch den Tsp-1 die Angiogenese inhibieren kann ist der, dass 
Tsp-1 pro-angiogene Faktoren, die an Proteoglycane der Zelloberfläche gebunden sind, 
ersetzten kann. So kann die N-terminale Domäne des Tsp-1 an Heparansulfat und 
Chondroitinsulfat binden [Chen et al., 2000; Feitsma et al., 2000]. Da diese Oberflächen-
Proteoglycane bei der Induktion der Angiogenese durch FGF-2 als Co-Rezeptor eine Rolle 
spielen, könnte Tsp-1 die Angiogenese inhibieren, indem es mit FGF-2 um den 
Bindungspartner auf der Zelloberfläche kompetitiert [Vogel et al., 1993]. 
 
Tsp-1 gilt als Inhibitor der Angiogenese, doch konnten einige Arbeitsgruppen zeigen, dass 
Tsp-1 auch pro-angiogene Eigenschaften besitzt. Diese sind allerdings immer auf indirekte 
Effekte, die Tsp-1 auf Zellen des Immunsystems und Myofibroblasten ausübt zurück-
zuführen. Wenn z.B. Tsp-1 das Wachstum und die Migration von Myofibroblasten stimuliert 
und diese dann wiederum die Angiogenese stimulieren, kann der direkte anti-angiogene 
Effekt von Tsp-1 indirekt durch den pro-angiogenen Effekt der Myofibroblasten überlagert 
werden [BenEzra et al., 1993; Nicosia et al., 1994] 
 
 
2.4.3 Induktion der Apoptose durch Tsp-1 
 
Induktion der Apoptose in Immunzellen: 
 
Apoptotische Zellen werden in vivo von Phagozyten erkannt, aufgenommen und abgebaut. 
Tsp-1 scheint hier beteiligt zu sein. Es ist allerdings noch nicht vollständig geklärt, wie genau 
apoptotische Zellen zum Abbau markiert werden. Es scheinen aber die Tsp-1 Rezeptoren 
Integrin α
v
ß
3
, CD36 und der scavenger Rezeptor der Phagozyten beteiligt zu sein. So zeigen 
Daten, dass α
v
ß
3 
und CD36 bei der Erkennung apoptotischer Zellen auf Makrophagen 
zusammenarbeiten, indem beide Tsp-1 binden. Tsp-1 verbindet somit die Phagozyten mit der 
apoptotischen Zelle. In Makrophagen kann Apoptose durch oxidiertes LDL induziert werden, 
wobei an diesem Prozess CD36 und Caspase-3 beteiligt sind. Tsp-1 verhindert in diesem Fall 
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die Apoptose, wahrscheinlich indem es an eine Region von CD36 bindet, die in der Nähe 
einer der Bindestellen für oxidiertes LDL liegt.  
 
 
Induktion der Apoptose bei der Angiogenese 
 
Die Induktion der Apoptose durch Tsp-1 über den Rezeptor CD36 spielt bei der Inhibition der 
Angiogenese eine wichtige Rolle. Tsp-1 verhindert so die Bildung neuer Blutgefäße in 
aktivierten Endothelzellen. Die Signalwege, die im Anschluss an die Tsp-1/CD36 Bindung 
angeschaltet werden beinhalten die Rekrutierung und Aktivierung der src-related Kinase, 
p59
fyn
, und p38MAPK [Volpert et al. 2000]. 
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Tsp-1 als mechanosensitiver Vermittler der Apoptose in HUVEC 
 
Eine wichtige Rolle spielt Tsp-1 zusammen mit CD47 bei der Auslösung von Apoptose in 
Endothelzellen [Freyberg et al., 2000]. Zusammen mit dem Integrin α
V
β
3
 bildet CD47 in 
statischen HUVEC-Zellkulturen einen Rezeptorkomplex für Thrombospondin-1. Bindet ein 
Thrombospondin-Molekül an diesen Komplex, wird er aktiviert und Apoptose wird eingeleitet 
(Abbildung 2.11).  
 
 
 
Abb. 2.11:  Die Induktion der Apoptose in HUVEC durch eine autokrine Schleife aus Thrombospondin-1,  
α
v
ß
3
-Integrin und CD47 unter statischen Kulturbedingungen. Tsp-1 wird unter statischen Kultur- 
bedingungen vermehrt in den Kulturüberstand sezerniert und der Rezeptorkomplex aus αvß
3
- 
Integrin und CD47 wird aktiviert. Durch die Bindung des Tsp-1 an den aktiven Rezeptor-
komplex wird die Apoptose induziert [Friedl et al., 2002]. 
 
 
Dieser Prozess kann auch durch die Zugabe der agonistischen CBD- und RGD-Oligopeptide, 
die zum einen die CBD-Bindesequenz des Thrombospondins an CD47, zum anderen die RGD-
Bindesequenz an Integrine nachbilden, beobachtet werden. Dahingegen konnte durch 
antagonistische Antikörper gegen Thrombospondin-1 oder CD47 die Apoptose unterdrückt 
werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Auslösung von Apoptose in 
Endothelzellen über CD47 und Tsp-1 mechanosensitiv ist. Sowohl unter laminarem 
Scherstress [Freyberg et al., 2001] als auch unter permanenter und pulsierender 
mechanischer Spannung sowie permanenter Krümmung durch Kultivierung auf gekrümmten 
Kulturoberflächen [Apenberg, 2004] wird die Apoptose bei Endothelzellen im Vergleich zu 
statischen Kulturen unterdrückt. Während das Integrin α
V
β
3
 unabhängig von äußeren 
Krafteinflüssen gleichbleibend exprimiert wird, lässt sich CD47 unter Einfluss eines 
gerichteten mechanischen Reizes im Gegensatz zu statischen oder turbulenten Kulturen in 
Immunfluoreszenzfärbungen mit dem monoklonalen Antikörper Bric126 nicht nachweisen. 
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Des weiteren konnte gezeigt werden, dass Thrombospondin-1 spannungsabhängig aus 
Endothelzellen ausgeschleust wird [Freyberg et al., 2001]. Dies lässt den Schluss zu, dass die 
Apoptose bei vaskulären Endothelzellen über eine sogenannte autokrine Schleife reguliert ist: 
Nach dem Wegfall bzw. der Störung der physiologisch ausgeübten Kräfte kommt es zu einer 
Aktivierung von CD47 und zur Freisetzung von Thrombospondin-1. Nach Ausbildung des 
aktivierten Rezeptorkomplexes aus diesen drei Komponenten erfolgt die Einleitung der 
Apoptose.  
Neben Endothelzellen konnte dieser Mechanismus auch bei Fibroblasten nachgewiesen 
werden [Graf et al., 2002]. Dagegen führt eine Bindung von Thrombospondin 1 an CD47 in 
Glatten Gefäßmuskelzellen zur Auslösung eines proliferativen Effekts [Sajid et al., 2001]. 
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3 Zielsetzung 
 
Im kardiovaskulären System sind Endothelzellen unterschiedlichen mechanischen Kräften 
ausgesetzt. Am besten untersucht ist bisher die durch den Blutstrom induzierte Scherkraft. 
Während unter dem Einfluss von laminarer Strömung die Funktion der Blutgefäße erhalten 
bleibt, führt der Wegfall der laminaren Strömung zu einer lokalen Auslösung der Apoptose 
und zu der Ausbildung arteriosklerotischer Plaques. 
In vorangegangenen Arbeiten konnte festgestellt werden, dass die Einleitung der Apoptose 
in Endothelzellen auf eine Zusammenlagerung von Integrin α
V
β
3
 und dem Integrin 
assoziierten Protein CD47 zu einem Rezeptorkomplex, der durch die Anlagerung des löslichen 
Liganden Thrombospondin-1 (Tsp-1) aktiviert wird, zurückzuführen ist. Dabei scheinen 
sowohl die Freisetzung von Tsp-1 als auch die Aktivierung von CD47 auf der Zelloberfläche 
von gerichteten Scherkräften unterbunden zu werden. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die strömungsabhängige Regulation der Tsp-1 
Expression auf Translations- und Transkriptionsebene bei vaskulären Endothelzellen zu 
untersuchen. Zur Untersuchung der Tsp-1 Proteinbiosynthese unter statischen und 
dynamischen Bedingungen werden radioaktive metabolische Markierungsexperimente 
durchgeführt. Auf Transkriptionsebene wird die Tsp-1 mRNS unter statischen und 
dynamischen Bedingungen mittels Northern Blot Analysen untersucht. Außerdem sollen 
unterschiedliche Promotortestplasmide generiert werden, die zeigen, welche cis-aktiven 
Faktoren für die scherstressabhängige Regulation des Tsp-1-Promotors verantwortlich sind. 
